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La presente invention concerne de nouveaux 
polypeptides hydrosolubles, des sequences d'ADNT, de 
nouvelles cellules, le procede de preparation desdits 
polypeptides, leur application a titre de medicaments et 
les compositions les renfermant. 

Les interferons a et p forment un groupe de 
proteines secretees douees de proprietes biologiques 
diverses et caracterisees par leur capacite a induire, dans 
des cellules de vertebres, un etat antiviral et anti- 
proliferatif (I. Gresser et M.G. Tovey, Biochem. Biophys. 
Acta 516:23/1978). 

L ■ interferon a a des effets importants sur le 
sy steme immun, cellulaire et humoral, notamment sur 
l'activation polyclonale des cellules B (M. Peters, J* 
Immunol., 137:3153/1986), l'inhibition des fonctions des 
cellules T (J. Knop et al, J. Immunol., 133:2412/1984) et 
la modulation de 1* expression des antigenes d* histo- 
compatibility (M. Fellous et al, Eur. J. Immunol., 9:446/ 
1979). Tous ces processus sont impliques dans le developpe- 
ment de l'auto-immunite. 

Alors que l 1 interferon est considere comme un 
facteur benefique pour l'organisme, une production anormale 
d 1 interferon peut contribuer a la pathogenie de certaines 
maladies et en fait est associee a diverses maladies dites 
auto-immunes . Par exemple, des taux eleves d 1 interferon 
sont presents dans le serum ou les tissus de malades 
atteints de diverses maladies, telles que le Lupus 
erythemateux, l^rthrite rhumatoide, la maladie de Behcet, 
le diabete mellitus, la sclerose en plaques, l"aplasie de 
la moelle et une grave maladie immunodef icitaire multiple. 
Une correlation directe existe entre les taux de cet 
interferon a et le pronostic grave de Involution de la 
maladie du SIDA (E. Buimovivi-Klein et al, AIDS Res., 2:99/ 
1986) . 
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II a ete montre que chez une souche particu- 
liere de souris (NZB) atteinte d f une maladie spontanee, 
maladie qui sert de modele animal au Lupus erythemateux 
chez l'homme, 1 1 administration d 1 interferon a ou p aggrave 
5 la progression de la maladie (H. Heremans et al. Infect, 
immun., 21:925/1978 ; C. Adam et al, Clin. Exp. Immunol., 
40:373/1980) . 

Chez les souriceaux, 1 1 administration de 
quantites importantes d 1 interferon induit un syndrome 

10 d 1 inhibition de croissance, necrose du foie et mortalite 
(I. Gresser et al, Nature, 258:76/1975). De meme, l'infec- 
tion par certains virus (tels que les virus de la chorio- 
meningite lymphocytaire Pichinde, ou rheovirus) dans la 
periode n6onatale de la souris s'accompagne de la produc- 

15 tion de grandes quantites d 1 interferon endogene qui 
entraine le meme syndrome letal. L 1 administration d'un 
anticorps anti-interferon a ou 0 protege les souriceaux 
infectes a la naissance par les virus de ce syndrome cites 
ci-dessus (Y. Riviere et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 

20 74:2135/1977 ; Y. Riviere et al, J. Exp. Med., 152:633/ 
1980 ; T. Clark et al, J. Virol, 59:728/1986). Cette 
experience represente un argument convaincant du role nocif 
de 1* interferon dans la pathogenese de cette maladie. 

Par ailleurs, 1' activation des cellules NK et 

25 la modulation de !• expression des antigenes d 1 histocompati- 
bility, sont toutes les deux regulees par l 1 interferon a ou 
P et jouent un role important dans le re jet des greffes de 
la moelle osseuse (C. Ohien et al, Science, 246:666/ 1989). 
En effet, il a ete demontre que la production d 1 interferon 

30 a ou p est un des elements essentiels dans la resistance 
des souris hybrides Fl, a une greffe de la moelle parentale 
(Afifi et al, J. Immunol., 134:3739/1985). Ainsi, le 
traitement des souris Fl ou meme des souris allogeniques 
par un serum anti-interferon a ou j8 murin, permet la greffe 

35 et la proliferation de la moelle parentale ou allogenique 
(Afifi et al, 1985) . 
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On sait aussi que les effets biologiques des 
interferons et de leurs sous-types sont generes par 
1 1 interaction de ceux-ci avec un recepteur specif ique de 
haute af finite a la surface cellulaire (M. Aguet et K.E. 
5 Mogensen, Academic Press, London, 1983) . 

II n'existe actuellement aucune therapie 
efficace contre les maladies auto-immunes et contre 
d'autres maladies telle que la sclerose en plaques, 
soupgonnee d 1 avoir une parente avec des maladies auto- 

10 immunes* Les traitements actuels des maladies de type auto- 
immunes sont insatisfaisantes et ont des effets toxiques. 
Ceux employes dans les therapies "anti-re jet 11 inhibent les 
manifestations de ces pathologies mais pas leurs causes et 
ont une toxicite tres elevee. II serait done hautement 

15 souhaitable de disposer de medicaments ayant des effets 
therapeutiques et une toxicite reduite sur les maladies 
auto-immunes et les re jets d*organes. 

II serait done tres souhaitable de bloquer 
faction de 1' interferon (a ou p) par I 1 injection d'un 

20 antagoniste qui ainsi pourrait etre therapeutiquement 
benefique pour les maladies de type auto-immunes et pour 
empecher le re jet des greffes. Seulement, une telle 
approche basee sur I 1 injection d'immunoglobuline etrangere 
qui a prouve son efficacite n'est pas pratique dans un 

25 traitement therapeutique chez l'homme. 

C'est pourquoi la presente demande concerne une 
nouvelle approche qui est basee sur 1 1 utilisation d 1 une 
forme soluble du recepteur specif ique de 1 1 interferon a 
comme antagoniste pour bloquer l 1 action de 1' interferon a 

30 ou p. Ces variantes du recepteur naturel preparees par des 
techniques de genie genetique conservent la capacite de 
fixer 1* interferon a endogene soit circulant, soit 
localement, sont depourvues de la partie qui les fixent a 
la surface cellulaire ; elles peuvent circuler librement 

35 et grace a leur specif icite ne se lient qu'a 1* interferon a 
ou fi . 
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Par la fixation de 1« interferon o ou p, elles 
sont capables de bloquer -comme le ferait un anticorps- 
1' action de 1« interferon a ou ^ dans l'organisme. 

II serait done souhaitable de disposer d'un 
produit capable de bloquer l'activite de 1' interferon a 
et/ou p. 

C'est pourquoi la presente demande a pour objet 
un polypeptide hydrosoluble, caracterise en ce qu'il a une 
haute af finite pour les interferons a e± p. 

Par "haute af finite", l'on entend une constante 
de dissociation inferieure a 10~ 9 M. 

Par "hydrosoluble", l'on entend que ledit 
polypeptide est capable de circuler dans un organisme tel 
que le corps humain puis de se fixer a une cellule. 

Dans la presente demande, et dans ce qui suit, 
par "hybride", l'on entend le produit resultant de la 
fusion (ou couplage) d'un polypeptide hydrosoluble selon la 
presente invention (partie "soluble" du recepteur naturel, 
recepteur complet modifie, ou partie "soluble" du recepteur 
naturel modifie par exemple par substitution) et d'une 
autre molecule, notamment de nature polypeptidique, telle 
qu'une immunoglobuline ou un fragment d' immunoglobuline. 

Par "recepteur soluble des interferons a et p*' 
(ou de 1 • interferon) , l'on entend l'un des polypeptides 
hydrosolubles tels que definis ci-dessus. 

Afin de simplifier la redaction, dans ce qui 
suit, on parlera generalement de "recepteur de 1' inter- 
feron" en lieu et place de "recepteur des interferons a et 

Parmi les polypeptides tels que definis ci- 
dessus, 1' invention a notamment pour objet un polypeptide 
hydrosoluble, caracterise en ce qu'il repond a la formule 
representee a 1' annexe 1. 

Ce polypeptide correspond a la partie soluble, 
extra-cellulaire, du recepteur natif naturel de 1' inter- 
feron a ou p. 
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Bien entendu, d'autres polypeptides que le 
polypeptide ci-dessus decrit conservent une haute affinite 
pour lesdits interferons. C'est ainsi que le polypeptide 
represents a 1' annexe 1 pourra etre remplace notamment par 
des variantes de substitution ou de deletion qui font 
egalement partie de l'objet de la presente demande. 

En ce qui concerne les deletions, un ou 
plusieurs acides amines du polypeptide repondant a 1 ' 
annexe 1 pourront etre .supprimes sans modification 
defavorable de 1« affinite vis-a-vis des interferons a et 

Des deletions pourront concerner egalement le 
recepteur complet et natif, notamment au niveau de sa 
partie soluble, de maniere par exemple a lui faire perdre 
sa capacite a se fixer a la membrane cellulaire et done le 
rendre disponible dans la circulation. 

Si l«on part de la sequence du recepteur natif 
et complet de 1« interferon represents a 1 'annexe 2, on 
pourra par exemple supprimer les domaines trans-membranaire 
20 et cytoplasmique de sa sequence. 

La deletion des residus 437-457 correspondant 
a la region trans-membranaire et des residus 458-557 
(region cytoplasmique) sera par exemple realisee pour 
obtenir des formes solubles (circulantes) . 

La sequence complete des acides" amines et des 
nucleotides codant pour le recepteur complet des inter- 
ferons a et /3 est representee a 1 'annexe 2. 

Dans le cas ou l'on effectue des deletions dans 
les domaines trans-membranaire et cytoplasmique (ou cellu- 
laire et intra-cellulaire) , on peut eviter des epitopes 
potentiellement immuns. Un avantage du recepteur natif des 
interferons o et /? a qui on a supprime la region trans- 
membranaire, est son aptitude a etre secrete dans le 
surnageant du milieu de culture des cellules-hotes 
3 5 recombinantes . 
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La presente demande a done aussi pour objet les 
polypeptides hydrosolubles, caracterises en ce qu'ils 
derivent par deletion des polypeptides repondant a la 
formule de l 1 annexe 1 ou de l 1 annexe 2. 

Les variantes de substitution font egalement 
partie de l 1 objet de la presente demande. 

Dans ce cas, un ou plusieurs acides amines dans 
la sequence du recepteur de l 1 interferon pourront etre 
enleves et remplaces par d"autres, le nombre total d' acides 
amines etant conserve, 

Les substitutions concerneront de preference la 
partie soluble du recepteur de 1 1 inter feron . Les change- 
ments substantiels dans la fonction ou d'identite immuno- 
logique de la partie soluble du recepteur seront realises 
en selectionnant les substitutions non conservatives ainsi 
que des residus d f acides amines ou sequences qui different 
de ceux presents a l^rigine sur le polypeptide de la 
maniere la plus significative dans leur propriete de 
maintenir la structure tridimensionnelle du polypeptide 
dans le voisinage de la substitution f de maintenir le 
conjugue ou 1 'hydrophobicite de la molecule ou la majeure 
partie de la chaine laterale. 

Les substitutions modifiant le plus les 
propriety du recepteur sont notamment 

- celles dans lesquelles un reste d'acide 
amine, par exemple seryl ou threonyl est substitue par un 
reste hydrophobe , par exemple leucyl, isoleucyl, phenyl- 
alanyl, alanyl ou valyl ; 

- celles dans lesquelles un cysteinyl est 
remplace par un reste quelconque ; 

- celles dans lesquelles un reste ayant une 
chaine laterale electropositive, comme les restes lysyl, 
arginyl, ou histidinyl, est remplace par un reste electro- 
negatif , par exemple glutamyl ou aspartyl ; 
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- et celles dans lesquelles un reste ayant une 
chaine laterale volumineuse, par exemple phenylalanyl est 
remplace par un reste qui en est depourvu. 

Les variantes de substitution peuvent concerner 
5 egalement la structure du recepteur complet de 1* interferon 
et concerneront notamment sa region trans-membranaire. En 
effet, les substitutions a ce niveau, en reduisant 
1* affinity dudit polypeptide pour les cellules ou les 
membranes lipidiques apporteront une forme soluble du 
10 recepteur des interferons a et ]8. 

Le domaine trans-membranaire pourra par exemple 
etre substitue par une sequence differente decides 
amines, par exemple une sequence d'ADN homopolynucleotidi- 
que ou une sequence quelconque comprenant de 5 a 50 acides 
15 amines identiques, par exemple serine, lysine, arginine, 
glutamine et acide aspartique ou d'autres acides amines 
hydrophiles permettant la secretion des recepteurs solubles 
dans le milieu de culture des cellules-hotes recombinantes . 

La presente demande a done aussi pour objet les 
20 polypeptides hydrosolubles , caracterises en ce qu«ils 
derivent par substitution des polypeptides repondant a la 
formule de 1» annexe 1 ou de 1* annexe 2. 

Les donnees ci-dessus montrent que tant des 
substitutions ou des deletions que des combinaisons de 
25 telles modifications pourront etre realisees. 

De maniere generale, les variantes ainsi 
obtenues n'auront pas de domaine trans-membranaire 
fonctionnel et de preference n'auront pas de partie intra- 
cellulaire (cytoplasmique) . 
30 D'autres variantes des polypeptides hydro- 

solubles ci-dessus decrits pourront etre produites par 
modification chimique, afin notamment d'ameliorer les 
caracteristiques du recepteur des interferons a et J3. 

De tels polypeptides pourront renfermer des 
35 polymeres hydrophiles tels que le polyethyleneglycol 
greffes sur leurs acides amines comportant des groupes 
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amino libres, comme la lysine ou des groupes sulfhydryle 
comme la cysteine . 

Ces modifications pourront notamment conferer 
aux polypeptides selon la presente invention une demi-vie 
plus elevee dans le plasma ou encore une augmentation de 
leur solubilite ou enfin une reduction du caractere 
immunogene desdits polypeptides. 

Ces modifications peuvent etre realisees par 
les methodes bien connues en elles-memes telles que par 
exemple celles decrites dans le brevet US-4 179 337. 

La presente demande a egalement pour objet les 
polypeptides ci-dessus d6crits, caracterises en ce qu'ils 
sont hybrides (ou encore couples) . 

Le couplage peut impliquer des polypeptides 
immuno competents, par exemple des polypeptides capables de 
provoquer une reponse immune chez I 1 animal auquel le 
polypeptide hybride est administre ou capable de se lier k 
tout anticorps dirige contre la partie du polypeptide ne 
correspondant pas au recepteur soluble des interferons. 

De maniere generale f les epitopes ne correspon- 
dant pas audit recepteur comprendront les antigenes 
reconnus par les anticorps pre-existants , par exemple des 
fragments polypeptidigues de bacteries, comme la betagalac- 
tosidase. 

Des couplages immuns peuvent etre realises par 
liaison croisee in vitro ou par culture cellulaire recom- 
binante transformee par un ADN codant pour un polypeptide 
immunogene. 

Dans des conditions preferentielles, I 1 agent 
immunogene sera insere dans ou lie au recepteur soluble ou 
un fragment derive du recepteur soluble par une liaison 
polypeptidigue de maniere a obtenir une chaine polypeptidi- 
que lineaire contenant des epitopes correspondant au 
recepteur soluble et au moins un epitope etranger audit 
recepteur. Ces epitopes peuvent etre introduits en tout 
autre emplacement de la chaine polypeptidigue compatible du 
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recepteur ou de ses fragments. 

De tels hybrides peuvent etre particulierement 
utiles lorsqu'une formulation comprenant un support 
pharmacologiquement acceptable est administree a un animal 
5 en vue de la preparation d'anticorps contre le recepteur de 
1' interferon ; ces anticorps sont eux-memes utiles a titre 
d' agent de diagnostic ou pour la purification du recepteur 
natif ou du recepteur soluble de 1 •interferon, 

D'autres polypeptides couples pouvant etre 

10 immunogenes comprennent des hybrides contenant en plus du 
polypeptide hydrosoluble que l'on a couple a la region C- 
tenninale d'un polypeptide selon 1« invention, un homo- 
polymere tel qu f une pentahistidine. On pourra alors 
facilement isoler l'hybride en employant des agents 

15 chelatants tels que des ions de zinc fixes sur un support 
permettant ainsi d 1 adsorber l'hybride a partir de melanges 
impurs et de l'eluer. Le recepteur soluble peut ensuite 
£tre r6cup6re par exemple par clivage enzymatique. 

D'autres hybrides peuvent etre realises pour 

20 ameliorer la secretion du recepteur soluble. Un polypeptide 
signal heterologue remplace alors celui du recepteur 
soluble et si l'hybride resultant est reconnu par la 
cellule-hote, il est mis en oeuvre par la cellule-hote et 
le recepteur est secrete. 

25 La selection des polypeptides signaux peut etre 

realisee en se basant sur les caracteristiques de la 
cellule-hote employee et peut inclure des sequences de 
bacteries, de levures, de champignons, de plantes, de 
mammiferes ou de virus. 

30 Dans des conditions pref erentielles, les 

polypeptides ci-dessus decrits sont couples a des polypep- 
tides, notamment possedant une structure apte a ralentir 
leur degradation dans l*organisme humain. 

L f hybridation notamment des proteines de plasma 

35 ayant une demi-vie plasmatique super ieure a celle de la 
partie soluble du recepteur lui-meme (ordinairement 
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superieure a 20 heures pour ces proteines plasmatiques) 
avec un polypeptide soluble selon la presente invention 
permettra 1 ■allongeinent de la duree d' action du polypeptide 
soluble, 

De telles proteines plasmatiques comprennent 
par exemple la serum-albumine, des apolipoproteines, des 
transf errines et de preference des immunoglobulines, 
notamment de type G, particulierement Gl. 

De preference , de tels hybrides ne seront pas 
immunogenes chez l 1 animal ou chez l'homme chez lesquels 
ils seront utilises et lesdites proteines plasmatiques ne 
procureront pas non plus d'effets secondaires nefastes chez 
les patients de par leur propre activite biologique 
habituelle. 

Dans des conditions preferentielles de mise en 
oeuvre, le polypeptide hydrosoluble selon l 1 invention sera 
couple a une immunoglobuline, notamment au niveau de sa 
region constante. Une immunoglobuline preferee sera de type 
G, particulierement Gl. 

Les immunoglobulines et certaines de leurs 
variantes sont connues ; beaucoup ont ete pr£parees par 
culture de cellules recombinantes (Kohler et al, PNAS, USA, 
77, 2197 (1980) ; Morrison et al, Ann. Rev. Immunol. 2, 239 
(1984) ) . 

Les polypeptides selon la presente invention 
ayant 1' activite des parties extra-cellulaires du recepteur 
natif des interferons a et peuvent etre couples par leur 
extremite C-terminale a 1 1 extremite N-terminale de la 
region const ante de la chaine legere ou de la chaine 
lourde. 

On peut ainsi remplacer la region variable et 
on conserve au moins la region charniere CH2 et CH3 de la 
region constante de la chaine lourde sous une forme 
fonctionnellement active. 
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On peut pour cela construire la sequence ADN 
appropriee et 1 1 exprimer dans des cellules de cultures 
recombinantes . 

Les immunoglobulines et les autres polypeptides 
ayant notamment une demi-vie dans le plasma superieure a 
celle du recepteur soluble des interferons a et jS peuvent 
etre couples audit recepteur et a ses variantes selon le 
meme procede. 

La partie extra-cellulaire du recepteur de 
1' interferon comprendra au plus 427 a 436 acides amines a 
partir de la methionine initiale (voir annexe 1) . 

Generalement, les sequences contenant la region 
cellulaire comprenant la region de fixation seront couplees 
a la sequence des immunoglobulines. 

Le site precis de couplage n'est pas critique. 
Les frontieres indiquees ci-dessus sont uniquement a 
considerer comme indications et d* autres sites du recepteur 
soluble de 1 • interferon avoisinants peuvent etre choisis 
dans le but d f optimiser la secretion ou les caracteristi- 
ques de fixation du recepteur soluble des interferons a et 
0. Le site optimal pourra etre determine par des experimen- 
tations classiques. 

En general, il a ete trouve que les hybrides 
sont exprimes dans la cellule, mais avec une certaine 
variation dans le degre de secretion des cellules-hotes 
recombinantes. Le tableau suivant montre differentes 
fusions immunoglobulines-recepteur de l 1 interferon qui ont 
ete obtenues : 

(a) RC1 

(b) (RC1)2 

(c) (RCh)2 

(d) (RCl)2(RCh)2 

dans lesquelles "R" represente une portion du 
domaine extra-cellulaire du recepteur soluble des inter- 
ferons a et f3 contenant le site de fixation et CI et Ch 
representent les domaines constants respectivement de la 
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chaine legere et de la chaine lourde de 1 1 immunoglobuline 
humaine. Les structures ci-dessus representent seulement 
les structures principales, par exemple ils ne montrent pas 
la region joint (J) ou d'autres domaines de 1 1 immunoglobu- 
line, pas plus que les ponts disulfure. Lorsque de tels 
domaines sont necessaires a I'activite de liaison, ils 
doivent etre presents dans la position qu^ls occupent 
naturellement dans le recepteur soluble des interferons a 
et 0, immuno-recepteur des interferons a et 0 ou immuno- 
globuline. 

Ces exemples sont repr6sentatifs pour des 
hetero-anticorps bif onctionnels comprenant des sites 
ligand-recepteur differents ou une immunoglobuline VhCh 
pourra se lier a un antigene predetermine. Des struc- 
turesplus complexes resulteront en employant des chaines 
lourdes d 1 immunoglobulines d'autres classes, par exemple 
IgM, IgG2, 3, 4, IgA, IgE, IgD, mais de preference IgGl. 

Un hybride prefere resulte de la fusion de 
l f extremite N-terminale du recepteur soluble des inter- 
ferons a et p qui contient le site de fixation pour le 
ligand des interferons a et (3 a la portion C-terminale Fc 
d'un anticorps qui contient les fonctions effecteur de 
1 • immunoglobuline Gl. De tels exemples sont illustres ci- 
apres dans la partie experimental e. 

De tels hybrides contiennent typiquement les 
436 premiers acides amines ou bien les 427 premiers acides 
amines du recepteur soluble des interferons a et 0 lies par 
leur extremite C-terminale a la region constante de la 
chaine K ou la chaine Gl. L'ADN codant pour le recepteur 
soluble des interferons a et & decrit en annexe 1 est 
synthetise en employant une combinaison de la reaction PCR 
(Polymerase Chain Reaction : voir R.K. Saiki et al, Science 
239, 487-491 (1988) et des digestions par des enzymes de 
restriction appropriees comme illustre dans les exemples. 
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On a employe des oligonucleotides complementaires a la 
sequence d'ADNc a l'extremite 5' et a des sites predeter- 
mines en aval de l'ADNc du recepteur d'IFN(a/b) en se 
basant sur la sequence figurant a 1* annexe 2. 
5 Comme matrice pour la reaction PCR, on a 

employe un plasmide contenant l'ADNc complet (Uze et al) ou 
un bacteriophage lambda. Une bangue d'ADNc commercialement 
disponible peut egalement etre utilisee ; on peut aussi 
synthetiser le fragment d'ADNc directement a partir de 
10 I'ARN total ou bien de l'ARN polyA+ prepare selon des 
methodes bien connues (voir 0. Ohara et al, PNAS 86, 5673- 
77 (1989), J. Delort et al, Nucl. Acid Res. 17, 6439-6448 
(1989)). La banque d'ADNc ou l'ARN peuvent etre obtenus de 
cellules humaines comme Daudi, Namalwa ou d'organes comme 
15 la rate humaine avec essentiellement le meme resultat. 

Le recepteur de 1» interferon apparait etre un 
polypeptide unique. Sa sequence presente neanmoins une 
certaine variation allelique. 

Le fragment d'ADN est insere dans l'ADN codant 
20 pour la region constante de la chaine legere ou lourde 
d'une immunoglobuline ; cette derniere sera de preference 
une immunoglobuline humaine si la fusion est prevue pour 
des traitements therapeutiques chez l'homme. 

Des ADN qui codent pour des immunoglobulines 
25 sont connus, peuvent etre obtenus commercialement ou 
peuvent etre synthetises (voir par exemple Adams et al, 
Biochemistry 19, 2711-2719 (1980) ; Gough et al, Bio- 
chemistry 19, 2702-2710 (1980) ; Dolby et al, PNAS USA 77, 
6027-6031 (1980) ; Rice et al, PNAS USA 79, 7862-7865 
30 (1982) ; Falkner et al, Nature 298, 286-288 (1982) et 
Morrison et al, Ann. Rev. Immunol. 2, 239-256 (1984)). 

Les ADN qui codent pour les hybrides seront de 
preference transfectes dans des cellules-notes en vue de 
leur expression. 

35 si l'hote produit deja des chaines lourdes 

d' immunoglobuline avant la transfection, il suffit alors de 
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transfecter l'hybride recepteur soluble des interferons a 
et /3-chaine legere, pour produire un hetero-anticorps 
bifonctionnel. De meme, si la cellule-hote exprime deja une 
chaine legere, alors l'ADN qui code pour l'hybride 
5 recepteur soluble des interferons a et /3-chaine lourde peut 
etre transfecte pour produire un anticorps bifonctionnel. 
Les immunoglobulines bifonctionnelles qui contiennent une 
ou plusieurs chaines contenant le site de fixation des 
interferons a et fi et une ou plusieurs chaines contenant 

10 des regions variables sont dotees de specif icites doubles, 
a savoir vis-a-vis des interferons a et p et vis-a-vis d'un 
antigene predetermine. Celles-ci sont produites par les 
procedes mentionnes ci-dessus ou par des proced6s in vitro. 
Dans ce dernier cas, par exemple, des fragments F(ab)2 de 

15 l'hybride sont prepares en accord avec des methodes connues 
en soi (voir par exemple brevet des Etats-Unis d'Amerique 
N° 4 444 878) . 

Une alternative pour produire des anticorps 
bifonctionnels consiste a fusionner des cellules B ou des 

20 hybridomes qui secretent des anticorps ayant la specif icite 
pour un antigene voulu avec des cellules qui produisent des 
hybrides de recepteur soluble des interferons a et p- 
immunoglobuline, par exemple des myelomes. Les anticorps 
bifonctionnels peuvent etre recuperes a partir de surna- 

25 geants de culture de tels hybridomes. 

La presente demande a egalement pour objet les 
sequences d'ADN, caracterisees en ce qu'elles codent pour 
les polypeptides hydrosolubles ci-dessus decrits ou leurs 
hybrides notamment avec des polypeptides. 

30 Des exemples de polypeptides ayant une haute 

affinite pour les interferons o et j} de mammiferes sont par 
exemple les recepteurs solubles des interferons a et 0 de 
primates, les recepteurs solubles des interferons a et /3 
humains, murins, canins, felins, bovins, equins et porcins. 

35 Ces sequences d'ADN qui codent pour ces polypeptides ont un 
certain nombre d' applications. Plus particulierement, ces 
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! sequences ou portions de sequences ou leurs copies 

synthetiques ou semi-synthetiques peuvent etre employees 
j pour cribler d'autres banques d'ADNc ou genomiques humains 

| ou animaux pour selectionner par hybridation d'autres 

5 sequences ADN qui sont semblables au recepteur soluble des 
interferons a et )3. De tels ADN, leurs fragments ou leurs 
copies synthetiques ou semi-synthetiques representent des 
variantes des recepteurs solubles des interferons a et /? et 
peuvent etre employes comme materiel de depart pour 

mutations peuvent ne pas changer la sequence des acides 
amines codes par les codons mutes ou au contraire changer 
les acides amines, Les deux types de mutations peuvent etre 
avantageux pour la production ou 1° usage du recepteur 

15 soluble des interferons a et ^ conformement a la presente 
invention • Ces mutations peuvent par exemple permettre une 
production de haut niveau, une purification plus simple ou 
une activite de liaison plus elevee. 

A titre d fl exemple de sequence d'ADN, on peut 

20 citer la sequence des nucleotides de 1-1343 de 1" annexe 2. 

L' ADN codant pour les variantes du recepteur 
naturel soluble des interferons a et (3 se presentera de 
preference sous une forme qui permet de I'exprimer dans une 
unite de transcription sous le controle d' elements de 

25 controle de transcription et de translation de mammiferes, 
de micro-organ ismes ou de virus compatibles avec la 
cellule-hote envisagee- Apres transformation, trans fection 
ou infection de cellules appropriees, de tels vecteurs 
peuvent permettre 1' expression du polypeptide recombinant. 

30 Les variantes du recepteur naturel soluble des interferons 
a et (3 peuvent etre exprimees dans des cellules de 
mammiferes, de levures, de bacteries ou d'autres cellules 
sous le controle d'un promoteur approprie. Des vecteurs de 
clonage et d' expression pour l'emploi avec des hotes de 

35 bacteries, de champignons, de levures ou de cellules de 
mammiferes sont decrits par Pouwels et al, (Cloning 



2657881 



Vectors : A laboratory raanuel, Elsevier, New York, 1985) 
dont les parties pertinentes sont mentionnees ici a titre 
de reference. Le vecteur d 1 expression peut, mais ne doit 
pas, porter un site de replication ainsi qu'une ou 
5 plusieurs sequences de marqueurs de selection qui pennet- 
tent une selection dans les cellules transf ormees. 

Les variations introduites dans 1 1 ADN codant 
pour les polypeptides ci-dessus decrits ne doivent pas 
changer le cadre de lecture et ne doivent pas creer de 

structures secondaires nefastes a 1 ■ expression. 

Les polypeptides variants du recepteur naturel 
soluble de 1 ' interferon auront sensiblement la merae 
activite de liaison que le recepteur naturel, bien qu'il 

15 soit possible de selectionner des variants en vue de 
changer les caracteristiques du recepteur, par exemple pour 
les ameliorer, comme indique ci-dessus. 

Alors que le site de mutation est determine, la 
mutation en soi ne l B est pas. Par exemple, pour optimiser 

20 la performance d'une mutation a un site donne, le codon ou 
une region cible pourra etre mute au hasard et les 
polypeptides variants obtenus cribl^s en vue de trouver la 
combinaison optimale des activites secondaires. Les 
techniques pour introduire des mutations de substitution a 

25 des sites donnes dans un ADN sont bien connues, par exemple 
le systeme de M13. L' ADN codant pour le recepteur humain 
peut etre obtenu par tout procede connu ; sa sequence 
figure en annexe 2 . 

En general, des procaryotes sont employes pour 

30 doner les sequences des polypeptides ci-dessus decrits, 
par exemple E. coli 294 (ATCC N° 31446) est particuliere- 
ment interessant. D'autres souches peuvent etre employees, 
notamment E. coli X 1776 (ATCC N° 31537) . 

Les polypeptides selon la presente invention 

35 peuvent etre exprimes dans des cellules de bacteries, de 
levures, de mammiferes ou d'autres types de cellules, sous 
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le controle d'un promoteur approprie, par exemple des 
systemes de procaryotes conune par exemple E. coli peuvent 
etre employes pour exprimer les proteines recombinantes de 
la presente invention. E. coli est typiquement transforme 
5 en employant un derive de pBR322 (ATCC 37017) qui est un 
plasmide derive d'une souche de E. coli (Bolivar et al, 
Gene 2, 95 (1977). pBR322 contient des genes pour la 
resistance a I'arapicilline et a la tetracycline et, ainsi, 
procure des moyens simples pour identifier les cellules 

microbes doivent aussi contenir, ou etre modifies de 
maniere a contenir, des sequences de controle d 9 expression 
communement employees dans les constructions ADN recombi- 
nantes . 

15 De tels elements de controle incluent par 

exemple le promoteur lactose (lac) (Jo Mol« Appl. Genet., 
1, 139-147 (1981)) accessible sous le N° ATCC 37121, le 
promoteur de /^-lactamase (Chang et al, Nature 275, 615 
(1978) ) , le promoteur de tryptophane (Miozzari *T. Bact. 

20 133, 1457-1466 (1978)) et des promoteurs hybrides comme le 
tac (H. de Boer et al, PNAS USA 80, 21-25 (1983)) acces- 
sible sous le N° ATCC 37138. D'autres exemples represen- 
tatifs mais non limitatifs sont les vecteurs commerciaux 
comme par exemple pKK223-3 qui contient le promoteur trc ou 

25 pPL-lambda qui contient le promoteur du phage lambda et le 
represseur thermolabile cl857 (Pharmacia Fine Chemicals, 
Uppsala, Suede) . 

D'autres promoteurs fonctionnels conviennent. 
Les sequences d 1 ADN sont generalement connues ; ainsi on 

30 peut les coupler a un ADN codant pour une variante du 
recepteur soluble des interferons a et p en utilisant des 
liants ou des adapteurs appropries. Les promoteurs pour 
les systemes de bacteries contiennent en plus une sequence 
dite de Shine-Dalgarno (SD) liee d'une maniere operation- 

35 nelle a 1 'ADN codant pour l'antigene en aval. 

i 
i 
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La presente invention a egalement pour objet 
des vecteurs d 1 expression pour produire des quantites 
utiles de variantes de recepteur soluble des interferons a 
et p purifies. 

5 Apres la transformation d'une souche hote 

adequate et la culture de ladite souche-hote jusqu'a une 
densite de culture appropriee, le promoteur selectionne est 
dereprime par des moyens appropries (par exemple elevation 
de temperature ou induction chimique) et les micro-orga- 

typiquement recoltes par centrifugation, lyses par des 
moyens physiques ou chimiques et l'extrait est recupere 
pour une purification supplementaire. 

Les micro-organismes sont fermentes, par 

15 exemple dans un fermenteur de 10 litres en employant des 
conditions de croissance et d' aeration maximale et 
d 1 agitation rigoureuse. Un agent anti-mousse est employe de 
preference. Les cultures poussent a 30 6 C dans le milieu de 
super-induction comme decrit par Mott et al, PNAS USA 82, 

20 88 (1985), on dereprime a une densite de culture qui 
correspond a une absorption A600 de 5 a 6 en elevant la 
temperature a 42°C et on recolte a partir de 2 a 20 heures, 
de preference de 3 a 6 heures apres le changement de 
temperature. La masse de micro-organismes est d'abord 

25 concentree par filtration ou par d'autres moyens et ensuite 
centrifugee a 10000 G pendant 10 minutes a 4°C / puis on 
opere une congelation rapide du culot. Des protdines 
recombinantes produites en culture de bacteries sont 
isolees par extraction du culot suivi par une ou plusieurs 

30 etapes de concentration, de desalage ou de chromatographie 
sur echangeur d'ions ou d 1 exclusion. 

Les micro-organismes employes pour l 1 expres- 
sion des variantes du recepteur soluble des interferons a 
et (3 peuvent etre lyses par n'importe quelle methode qui 

35 convient, y compris des cycles de congelation-decongela- 
tion, par sonication, rupture mecanique ou I'emploi 



2657881 

19 

d' agents chimiques. Le recepteur soluble des interferons a 
et /? a une certaine tendance a former des aggregats qui 
peut etre reduite en realisant 1* extraction et la purifica- 
tion en presence d'un detergent comme le Tween 80 ou le 
5 Triton X100. 

Pour les polypeptides hydrosolubles selon la 
presente invention ayant une sequence d'ADN qui ne commence 
pas par la methionine, le signal d 9 initiation resultera en 
un acide amine methionine supplemental re en amont et qui 

tels produits ayant une methionine tt-terminale supplemen- 
taire peuvent etre employes directement dans les composi- 
tions et les methodes de la presente invention, il est 
normalement preferable d ' enlever cette methionine avant. 
15 Des methodes classiques dans ce domaine sont connues pour 
enlever soit in vivo ou ex vitro de telles methionines N- 
terminales , 

Des systemes de levures, de preference en 
employant des especes Saccharomyces comme S. cerevisiae f 

20 commun^ment accessible, peuvent aussi etre employes pour 
exprimer les polypeptides de la presente invention - 

En general, des vecteurs de levure utiles 
contiennent une origine de replication et un marqueur de 
selection permettant la transformation de la levure ainsi 

25 que de Eo coli, par exemple le gene de resistance a 
l'ampicilline de E. coli et le gene trpl de S. cerevisiae 
qui procure un marqueur de selection pour un mutant de la 
levure qui ne peut pas pousser dans le tryptophane 
(accessible sous ATCC N° 44076) et un promoteur obtenu d'un 

3 0 gene surexprime dans la levure pour induire la transcrip- 
tion d'un gene en amont. Des sequences de promoteur 
appropriees pour des hotes de levures incluent le promoteur 
de la 3-phosphoglycerate kinase ou d* autres enzymes de la 
glycolyse, le promoteur de la phosphatase acide, par 

35 exemple PH05, le promoteur des facteurs de 1 • accouplement 
type alpha. D 1 autres proraoteurs de levures pouvant etre 



2657881 



induits sont des regions de promoteur telle que l'alcool- 
deshydrogenase-2 (Russell et al, J. Biol. Chem. 258, 2674, 
1982). Un peptide signal, par exemple le peptide signal du 
facteur a permettant la secretion d'une proteine heterolo- 
5 gue de la levure peut etre insere entre le promoteur et le 
gene structural a exprimer en amont (voir Bitter et al, 
PNAS USA, 82, 5330, 1984). Des methodes de transformation 
de la levure sont connues de l B homme de l'art et une 
technique representative est decrite par Hinnen et al, PNAS 

transformants trp+ dans un milieu de selection contenant 
0,67 % de base azotee de levure, 0,5 % d"acides de 
Casamino, 2 % de glucose, 10 fig/ml d"uracile. Des souches 
hotes trans formees contenant des vecteurs ayant le 

15 promoteur PH05 peuvent etre cultivees d°abord dans une 
preculture dans un milieu riche et par la suite d<§reprimees 
en reduisant la concentration du phosphate inorganique dans 
le milieu. La souche est cultivee en employant des 
techniques conventionnelles. 

20 polypeptide recombinant est obtenu par 

extraction du culot cellulaire qui peut dtre lyse soit par 
digestion enzymatique avec des glucosidases suivie d°un 
traitement au detergent ou par des forces m^caniques comme 
par exemple la French press, suivi par une ou plusieurs 

25 etapes de concentration, de desalage, de chromatographic 
sur echangeur d'ions ou d 1 exclusion. Dans le cas ou le 
polypeptide est secrete dans l'espace periplasmique, il est 
recupere apres traitement a I'aide d" agents chimiques, par 
exemple I'EDTA qui endommage la couche externe de la 

30 membrane et qui permettent la liberation du polypeptide 
recombinant. Au cas ou le polypeptide est secrete dans le 
milieu de culture, il peut etre directement recupere. 

Des cellules de mammiferes peuvent aussi etre 
employees pour exprimer les polypeptides selon la presente 

35 invention sous le controle de promoteurs appropries. On 
pourrait aussi employer des systemes cell-free pour 
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produire les recepteurs solubles des interferons a et /? de 
mammifere employant des AKN derivees de l f ADN construit 
dans la presente invention. 

Des promoteurs qui contrdlent l 1 expression dans 
5 des cellules-hotes de mammiferes peuvent etre obtenus de 
differentes sources, par exemple de genomes de virus comrae 
polyome, Virus simien SV40, adenovirus, retrovirus, 
cytomegalovirus de l 1 hepatite B ou de promoteurs de 
mammiferes, par exemple le promoteur contenant les sites 

ou de promoteurs de virus d'insectes comme le promoteur du 
polyhedron du systeme baculovirus. Pour 1 8 expression dans 
les cellules animales, on prefere employer la region de 
controle d6riv6e du promoteur majeur tarde de l'adeno- 
15 virus 2 * 

Les regions early (precoce) et late (tarde) de 
SV40 sont isolees convenablement du virus SV40 sous forme 
de fragment de restriction qui contient l'origine de 
replication du virus (voir Fiers et al, Nature 273, 113, 
20 1978) . 

La region immediate precoce du cytomegalovirus 
humain est isolee sous forme de fragment de restriction 
Hind HIE (Greenaway P.J. et al, Gene 18, 3556360, 1982). 
Le promoteur tarde de 1 • adenovirus-2 est isole sous forme 

25 de fragment de restriction Hind III contenant les map units 
de 8 a 17 (S. Hu & J.L. Manley, ProCc Natl. Acad. Sciences 
(USA) 78, 820 a 824, 1981). Des promoteurs eucaryotiques 
d'origine cellulaire d'especes parentes sont aussi utiles. 

Dans des vecteurs d 1 expression d ' eucaryotes , la 

30 transcription est augmentee en inserant en plus du 
promoteur des sequences contenant des activateurs. Les 
activateurs sont des elements d'ADN qui agissent en cis et 
qui contiennent quel que s 10 a 300 bp et augmentent la 
capacite d 1 initiation de transcription d'un promoteur. 

35 Beaucoup de ces activateurs sont connus pour des genes de 
mammiferes (globine, elastase, albumine, insuline, etc.). 
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Cependant, en general, on eitiploie des activateurs de virus 
infectant des cellules eucaryotiques . Des exemples incluent 
l'activateur de SV40 du cote tarde de l'origine de replica- 
tion (bp 100-270), l^ctivateur du promoteur immediat 
5 precoce du cytomegalovirus, l'activateur de polyome du cote 
tarde de 1'origine de replication et l'activateur de 
I 9 adenovirus. Les vecteurs d' expression employes dans les 
cellules eucaryotiques (levures, champignons, insectes, 
plantes, animal, humain) peuvent aussi contenir des 

son de la transcription des facteurs qui peuvent influencer 
1' expression du mARN. Des vecteurs d' expression contien- 
dront un gene de selection. 

Des exemples de marqueur de selection pour les 

15 cellules de mammiferes sont la dehydrofolate reductase 
(DHFR) , la thymidine kinase ou la neomycine. Lorsque de 
tels marqueurs de selection sont transfectes dans une 
cellule de mammifere hote, la cellule transformed peut 
survivre si elle est mise sous pression de selection. En 

20 general , deux types de regimes de selection sont employes. 
D'une part, I'emploi d'une lignee mutante dont la crois- 
sance est dependante d'un milieu supplements de certains 
ingredients comme par exemple les cellules CHO DHFR- ou les 
cellules murines LTK-. Ces cellules ne sont pas capables de 

25 pousser sans 1« addition de thymidine ou d'hypoxanthine et 
ces cellules survivent si un gene fonctionnel de DHFR ou TK 
est introduit par transfection. Ainsi, les cellules non 
transformees par le gene DHFR ou TK ne pousseront pas dans 
du milieu non supplements. 

30 Par ailleurs, on emploie la selection dominante 

qui ne necessite pas de cellule mutante : par exemple on 
transfecte et exprime le gene qui rend la cellule transfec- 
tee resistante visa-vis d'une substance toxique (voir 
Southern & Berg, J. Molec. Appl. Genet. 1, 327 (1982) ; 

35 Mulligan & Berg Science, 209, 1422 (1980) ; Sugden et al, 
Mol. Cell. Biol. 5, 410-413 (1985). 
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L 1 augmentation ou la replication de certaines 
regions du chromosome de la cellule est appelee amplifica- 
tion et peut etre induite en employant un agent de 
selection comme par exemple la methotrexate (MTX) qui 
5 inactive la DHFR. L' amplification ou 1 1 augmentation des 
copies du gene DHFR resulte en une plus grande production 
de DHFR en face de quant ites plus elevees de MTX. Le degre 
d' amplification augmente avec la concentration de MTX dans 
le milieu de culture. L' amplification d'un gene voulu est 

DHFR qui sont co-integres dans le chromosome. Apres co- 
amplification du gene voulu et du gene DHFR, le gene qui 
code pour la proteine voulue exprime plus de proteine 
voulue. 

15 Les cellules hotes preferees pour 1 8 expression 

des variantes du recepteur soluble d • interferon de la 
presente invention sont les cellules de mammiferes qui 
incluent les cellules de rein du singe (COS-7, ATCC CRL 
1651 et les cellules de hamster chinois, CHO-DHFR-, Urlaub 

20 & Chasin, PHAS (USA), 77, 4216, 1980). 

Des methodes de transformations des cellules de 
mammiferes sont bien connues et une methode preferee est 
celle decrite par Graham F. & van der Eb (Virology 52, 456- 
457, 1973) employant la precipitation de l'ADN avec du 

25 phosphate de calcium. Une autre methode est 1 1 electroporta- 
tion comme decrit par G. Chu et al, Nucl. Acid. Res. 15, 
1311-1326, 1987. D'autres methodes de transf ections comme 
par exemple l 1 injection dans le noyau ou la fusion avec des 
protoplastes peuvent aussi etre employees. 

30 La construction des vecteurs d" expression 

contenant les sequences de controle et codantes voulues se 
fait en employant des methodes classiques bien connues 
(voir par exemple Maniatis T. et al, Molecular Cloning, 
133-134 Cold Spring Harbor 1982 ; Current Protocols in 

35 Molecular Biology, edite par Ausubel et al, 1987, publie 
par Greene Publishing Associates & Wiley-Interscience) . Les 
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plasmides ou les fragments d'ADN isoles sont coupes, 
tail les et a nouveau episses dans la forme voulue. 

Les sequences correctes des plasmides sont 
determinees apres transformation avec des melanges de 
5 ligation dans E. coli HB101 ou E. coli K12 294 (ATCC 
31446). Les transf ormants resistant a 1 'ampicilline sont 
select ionnes. Les plasmides sont isoles des transf ormants 
et analyses par des enzymes de restriction ou par determi- 
nation des sequences par des methodes bien connues (voir 

al f Methods in Enzymology 65, 499 (1980). 

En general, les cellules hotes sont transf or- 
mees par les vecteurs d' expression, apres quoi elles sont 
cultivees dans un milieu approprie qui contient des 

15 substances pour induire 1' expression des promoteurs, pour 
s^lectionner les transf ormants ou pour amplifier les genes o 
Les conditions de culture telles que la temperature, le pH, 
etc- sont celles utilisees pour la culture selectionnee 
pour 1" expression et sont de la competence de l'homme de 

20 l'arto 

Les polypeptides selon la presente invention 
sont isoles et purifies a partir de surnageants de cellules 
hotes recombinantes. Typiquement, les surnageants sont 
concentres par ultrafiltration, purifies par chromatogra- 

25 phie Sur echangeur d'ions ou par immuno-af finite pour 
adsorber les polypeptides attendus et les eluer par la 
suite, L'antigene a une grande tendance a former des 
aggregats. Ainsi, un detergent comme le Tween 80, le Triton 
X100 ou le CHAPS sera avantageusement incorpore pendant la 

30 purification. Le produit final sera stabilise a l'aide 
d'une proteine comme I'albumine qui peut ou non contenir un 
detergent . 

II est cependant entendu que tous les vecteurs 
ou sequences de controle d 1 expression ainsi que toutes les 
3 5 cellules hotes ne fonctionnent pas de maniere egale pour 
tous les systemes d'expression. Cependant, I'homme de l'art 
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fera une selection parmi ces vecteurs, sequences de 
controle d 1 expression et cellules hotes, sans sortir du 
cadre de la presente invention. Par exemple, des hotes 
unicellulaires devront etre selectionnes en considerant 
5 leur compatibility avec le vecteur choisi, la toxicite du 
produit code par les sequences ADN de la presente inven- 
tion, les caracteristiques de secretion, leurs caracteris- 
tiques de folding correct des protdines, leur besoin de 
fermentation et la facilite de purification des produits 

la presente invention. 

Parmi ces parametres, I'homme de 1'art peut 
selectionner differentes combinaisons systeme vecteur/sys- 
teme de controle d' expression/cellule hote qui expriment 

15 les sequences ADN selon 1' invention en fermentation ou 
culture de cellules animales a grande echelle, par exemple 
des cellules CHO ou COS-7* 

Les polypeptides produits apres expression des 
sequences d'ADN selon 1' invention pourront 6tre isoles de 

20 la fermentation ou culture de cellules animales et purifies 
par une combinaison de methodes convent ionnel les „ L'homme 
de l'art pourra selectionner la methode d'isolement et de 
purification la plus appropriee sans s 1 eloigner du cadre 
de la presente invention. 

25 La presente demande a done 6galement pour objet 

les cellules , caracterisees en ce qu ' el les expriment un 
polypeptide ci-dessus decrit et un procede de preparation 
desdits polypeptides, caracterise en ce que l'on cultive 
une cellule capable d'exprimer ledit polypeptide dans un 

30 milieu nutritif approprie. 

Les polypeptides selon la presente invention 
sont utiles notamment comme immunomodulateurs , tout 
particulidsrement immunosuppressants et servent au traite- 
ment des maladies auto-irnmunes et des re jets des greffes. 

35 e'est pourquoi la presente demande a aussi pour 

objet les medicaments, caracterises en ce qu'ils sont 
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constitues par les polypeptides hydrosolubles tels que 
definis ci-dessus. 

La presente demande a aussi pour objet les 
compositions pharmaceutiques, caracterisees en ce qu'elles 
5 renferment a titre de principe actif un des medicaments 
tels que definis ci-dessus. 

Les polypeptides purifies peuvent etre formules 
sous une forme conventionnelle pharmacologiquement 
acceptable. Les const ituants de cette invention contiennent 

polypeptide selon la presente invention et un support 
pharmaceutiquement acceptable. Les const ituants selon la 
presente invention peuvent se presenter sous differentes 
formes t solide, semi-solide et liquide, sous formes de 

15 tablettes, de pilules, de poudre, de solutions injectables 
ou infusables. La forme preferee depend du mode d* adminis- 
tration et de 1 Q application therapeutique. En general, la 
composition pharmaceutique de la presente invention sera 
adaministree en employant des methodes et des compositions 

20 similaires a celles employees pour d fl autres polypeptides 
pharmaceutiquement importants. Ainsi, le polypeptide peut 
etre preserve sous forme lyophilisee, reconstitute avec de 
I'eau sterilisee juste avant 1 9 administration et administre 
par les voies habituelles, c 0 est-a-dire parenterale, sub- 

25 cutanee, intraveineuse, intramusculaire ou intralesionale. 
Une dose effective peut etre de I'ordre de 1 a 5 mg/kg de 
poids corporel/jour. II est entendu qu'une dose plus faible 
ou plus forte depassant de deux fois la dose superieure 
peut etre injectee sans effets toxiques. 

30 Les medicaments selon 1' invention peuvent etre 

administres a des patients chez qui la production anormale 
d ' interferons a et J0 constitue un element nocif, par 
exemple dans des maladies telles que le Lupus erythemateux, 
la maladie de Behcet, 1'anemie aplasique, le diabete 

35 mellitus, la sclerose en plaques, l'arthrite rhumatoide ou 
de graves maladies immunodef icitaires ou chez les patients 
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atteints du SIDA* De plus, les constituants selon la 
presente invention, de par leur qualite de pouvoir moduler 
les activities immunes telles que 1' activation des cellules 
NK ou l f expression des antigenes d' histocompatibility 
5 seront aussi administres comme traitement therapeutique a 
des patients souffrant de re jet des greffes d'organe. 

De par leur nature et leur mecanisme d' action, 
les compositions selon la presente invention sont exemptes 
de la toxicite generale comme celle des immunosuppresseurs 

ainsi une grande amelioration par rapport aux medicaments 
actuellement en application clinique t par exemple des 
substances ou derives de substances immunosuppressantes 
comme des corticosteroides adrenales qui inhibent la 

15 division cellulaire et la synthese de cytokines pour tous 
les elements du systeme immun ou comme la cyclosporine, un 
undecapeptide cyclique qui inhibe selectivement 1* activa- 
tion du systexee immun et represente une nette amelioration 
mais qui a un grand nombre d'effets toxiques non immuno- 

20 logiques (voir N, Engl« J. Med-, 321:25, 1725-1738, 1989) o 

Les constituants selon la presente invention 
peuvent aussi etre employes pour controler des agonistes ou 
des antagonistes qui sont differents des interferons a et 

25 Les constituants selon la presente invention 

sous forme purifiee sont aussi utiles pour la determina- 
tion de la structure tertiaire du site de fixation du 
recepteur soluble des interferons a et 0, une condition 
prealable pour faire de la conception moleculaire pour en 

30 deduire des structures servant de modele pour la synthese 
des antagonistes utiles therapeutiquement comme agent 
immunosuppressant ou agonistes utiles comme agent antiviral 
et antitumoral. 

La presente deraande a done enfin pour objet 

35 1 ' application d f un polypeptide tel que defini ci-dessus, a 
titre d 1 agent de diagnostic ainsi qu 1 a la preparation 
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d'anticorps anti-interferons a ou 

Les examples qui suivent illustrent la presente 
invention, sans toutefois la limiter. 

Exemple 1 

5 Construction de vecteurs pour exprimer le 

recepteur soluble des interferons a et B natif et des 
variantes secretees de celui-ci dans des cellules de 
mammif eres . 

Section 1 



1" interferon natif 

Des fragments d'ADN contenant l'ADNc complet et 
qui codent pour le recepteur des interferons a et 0 natif 
ont ete synthetises en employant la reaction PGR. Un 

15 bacteriophage lambda ZAP qui contient la longueur complete 
de 1 ■ ADNc du recepteur des interferons a et 0 decrit a 
l 1 annexe 2 a servi de matrice et des oligonucleotides 
specif iques d'amorceurs pour la reaction. En particulier, 
le bacteriophage lambda ZAP a ete incube avec une paire 

20 d 1 oligonucleotides synthetiques consistant en un oligonucl- 
eotide complementaire au brin antisense a I f extr6mit6 5 1 de 
I'ADNc et qui presente la sequence : 

ol igo 0 : 5 1 -CCGGCTGCAGGGATCTGCGGCGGCTCCCAG-3 1 
et d , un oligonucleotide complementaire au brin sense a 

25 l^xtremite 3 1 de l^DNc et qui presente la sequence : 
oligo-1 : 3 1 -CAAAAAGTCGTCCTCAATGTGACCATGGCC-5 1 

Les oligonucleotides sont construits de maniere 
qu'apres avoir termine la reaction PCR, les fragments 
d'ADN a double brin obtenus contiennent un site de clivage 

3 0 pour 1 1 enzyme de restriction Pstl a l'extremite 5' et Kpnl 
a 1 1 extremite 3 1 . 

La reaction PCR a ete realisee dans un volume 
de reaction de 100 pi dans du tampon PCR et contenait les 
amorces a 1 raM chacune, 100 pg de bacteriophage lambda ZAP 

35 et 1 unite de polymerase Taq, Les conditions de reaction 
etaient les suivantes : 25 cycles, un cycle comprenant une 
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incubation a 95 °C pendant 1 minute (denaturation) , 37-40 °C 
pendant 3 minutes (hybridation) puis 72 °C pendant 4 minutes 
(polymerisation) . Apres le dernier cycle, la reaction a ete 
poursuivie a 72 °C pendant 10 minutes et les echantillons 
5 ont ete entreposes a 4°C. Les produits de reaction ont ete 
extraits au chloroforme et apres precipitation par de 
I'ethanol, lesdits produits ont ete digeres successivement 
par Kpnl et Pstl* Le fragment de 1,7 kb (fragment 1) a ete 
recupere apres electrophorese a agarose a bas point de 

pSVAdpAl a ete construit comme suit : 
Les sequences SV40 ont ete obtenues a partir du 
plasmide pSV2DHFR (Subrami et al, Molec. Cell. Biol* 1, 
854-864 (1981) * Elles comprennent l'origine de replication, 
15 1 ff activateur et les promoteurs precoce et tarde (fragment 
Pvull-Hindlll) et l'intron de I'antigene t entoure par ses 
sites d'epissage (donneur et accepteur) , ainsi que le site 
de polyadenylation de la region precoce (fragment Bgl II- 
Eco RI) • 

20 La region du promoteur major tarde de l a adeno-2 

a ete obtenu a partir du plasmide pAdD26SVpA (fragment 
EcoRI-PstI) (Kaufman & Shimke # P.A., J* Mol„ Biolo 159 , 
601-621 (1982) • Elle contient le promoteur, le leader 
tripartite (Zain et al. Cell. 16, 851, 1979) et un site 

25 d'epissage hybride qui consiste en un site d'epissage 
donneur de l'adeno-2 et un site d'epissage accepteur de la 
region variable d'une immunoglobuline. 

Un site de clonage multiple est identique a 
celui trouve dans le plasmide pUC18. II contient des sites 

30 de clivage pour PstI, Sal I, Acc I, Hinc II, Xba I, Bam Hi, 
Xma I, Sma I, Kpnl, Sacl, Ban II, EcoRI. 

Le plasmide contient l'origine de replication 
de E. coli et le gene de resistance a 1 f ampicilline et a 
ete derive du plasmide pML (Lusky & Botchan, Nature 293, 

35 79-81, 1981). 
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pSVAdl a ete digere successivement avec Kpnl et 
Pst I, ensuite traite a la phosphatase et le fragment 
(fragment 2) qui contient la majeure partie du plasmide a 
ete isole par electrophorese sur agarose a basse tempera- 
5 ture de fusion. lie fragment 2 a ete lie au fragment 1 et 
le melange de fixation a ete transfecte dans des cellules 
E. coli HB101 competentes. La culture transformee a ete 
versee sur des boites de Petri contenant dans leur milieu 
de culture de 1 1 ampicilline et les colonies resistantes a 

t n i i r -t^-. r, "r >~ - o ~ t e-t p r- q 1 r- -' .-' - n r , ^ "' *~ ^ ~ " s "~~ ~ *■* *" ■"* 

1 1 ADN plasmide a ete prepare et analyse par des enzymes de 
restriction pour la presence de 1 8 insert correct et par 
sequen^age pour 1* analyse des jonctions de l 1 insert aux 
extremites 5' et 3' pour conf inner que la sequence etait 

15 correcte. 

Le plasmide pSVAdlFRpA a ete employe pour 
exprimer le recepteur cellulaire natif dans des cellules de 
mammi feres ♦ 

Section 2 

20 Construction de plasmides pour exprimer des 

variantes de recepteurs d' interferons a et j? secr6tees 

Des fragments d'ADN qui contiennent differentes 
deletions du recepteur ayant des terminaisons carboxyle 
differentes et qui codent pour des formes secretees du 

25 recepteur ont ete synthetises en employant la reaction PCR. 
Plus sp6cifiquement, le bacteriophage lambda ZAP qui 
contient I'ADNc complet du recepteur a ete incube avec 
differentes paires d 1 oligonucleotides synthetiques servant 
de fixateurs et qui contiennent un oligonucleotide 

3 0 complementaire au brin antisense a I'extremite 5' et 
presentant la sequence : 

bout 5'oligo : 5 ' -CCGGCTGCAGGGATCTGCGGCGGCTCCCAG-3 • 
et un des oligonucleotides suivants complement a ires au brin 
sense a des positions differentes de I'ADNc et qui 

3 5 presentent les sequences suivantes : 
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bout 3' oligo I: 3--GGTCCTTTATGGA6ATTTACTCCATGGCC-5' 
bout 3' oligo 2: 3'-TCACTGCGACATACACTCACTCCATGGC05' 
bout 3'oligo 3: 3'-GTCAGACCTTTGTGCG6AACTCCATGGCC-5' 
bout 3" Oligo 4: 3-GTCACACAGAAAGGAGTTTACTCCATGGCC-5' 
bout 3 olfgo 5: 3 -CTCTGA TGA ATAACAGATACTCCATGGCC-5" 

Les oligonucleotides sont construits de telle 
sorte qu« apres avoir complete la reaction PCR, les 
fragments d'ADN a double brin obtenus contiennent un site 
^ youc 1« enzyme de restriction PstI a l'extremite 

5' et Kpnl a l'extremite 3«. 

La reaction PCR a ete effectuee dans un volume 
de reaction de 100 fH dans du tampon PCR et contenait les 
amorces a l^M chacune, 100 pg de bacteriophage lambda ZAP 
et 1 unite de polymerase Tag. Les conditions de reaction 
etaient les suivantes : 25 cycles, un cycle comprenant une 
incubation a 95«C pendant l minute (denaturation) , 37-40'C 
pendant 3 minutes (hybridation) puis 72 'C pendant 4 minutes 
(polymerisation) . Apres le dernier cycle, la reaction a ete 
poursuivie a 72 "C pendant 10 minutes et les echantillons 
ont ete entreposes a 4«C. Les produits de reaction ont ete 
extraits au chloroforme et apres precipitation par de 
l'ethanol, lesdits produits ont ete digeres successivement 
par Kpnl et Pstl. Les fragments desires ont ete recuperes 
apres electrophorese sur agarose a basse temperature de 
fusion. Les longueurs des fragments recuperes etaient 
approximativement les suivantes : 

reaction 1 (bout 5* oligo 'bout 3' oligo 1 ): 1.3 kb fragment 3 
reaction 2 (bout 5'oligo * bout 3'oligo 2): 1.3 kb fragment 4 
reaction 3 (bout 5" oligo + bout 3'oligo 3): 1.1 kb fragment 5 
reaction 4 (bout 5" oligo + bout 3' oligo 4): 0.9kb fragment 6 
reaction 5 (bout 5'oligo ♦ bout 3' oligo 5): 0.6 kb. fragment 7 

Les fragments d'ADN de 3-7 ont ete lies chacun 
separement au vecteur d' expression pSVAdpAl. 
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Le plasmide pSVAdl a ete digere success ivement 
avec Kpnl et Pst I, ensuite traite a la phosphatase et le 
fragment (fragment 2) qui contient la majeure partie du 
plasmide a ete isole par electrophorese sur agarose a basse 
5 temperature de fusion. Ensuite, le fragment 2 a ete lie 
separement a chacun des fragments 3 a 7 et le melange de 
fixation a ete transfecte dans des cellules E. coli HB101 
competentes. Les cultures transferases ont et6 versees sur 
des boites de Petri contenant un milieu de croissance, de 
7° i i^Tni n ih^ 7 c n ^ *^ 5. ° t ^ "*") ^ O "f" <o "f - o <r "T (>. f — 

tionnees. De ces transformants, l'ADtf plasmide a ete 
prepare et analyse par des enzymes de restriction pour la 
presence de 1 8 insert correct et par sequengage pour 
1' analyse des jonctions de 1" insert aux extr£mit6s 5' et 3" 

15 pour confirmer que la sequence etait correct e. 

Les plasmides ont ete appeles pSVAdsIFlpA r 
pSVAdsIFR2pA, pSVAdsIFR3pA, pSVAdsIFR4pA, pSVAdsIFRSpA. lis 
ont ete employes pour exprimer le recepteur soluble et des 
fragments du recepteur soluble dans des cellules de 

2 0 mammi feres . 

Exemple 2 

Expression dans des cellules CHO 
Une fois 1 8 expression transitoire du recepteur 
soluble testee, on a etabli des lignees de cellules stables 

25 qui expriment de maniere continue le recepteur soluble. 
Pour ce faire, on a employe comme hote cellulaire la lignee 
deficiente en deshydrofolate reductase : la lignee CHO 
DUK-X (F. Kao et al, PNAS USA, 64, 1284-91, 1969 ; Chasin 
li. , & Urlaub G., Proc. Natl. Acad. Sci. 77, 4216-80, 1980). 

30 En utilisant ce systeme, chacune des constructions de 
recepteur soluble des interferons a et a ete cotransfec- 
tee avec pSV2DHFR qui contient le gene DHFR de la souris 
(Subrami et al, Molec. Cell. Biol. 1, 854-864, 1981). Avant 
de realiser cette cotransf ection, tous les plasmides ont 

35 ete linearises par clivage avec une enzyme de restriction 
et prealablement a la transf ection, chaque plasmide a ete 
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melange separeraent avec le plasmide pSV2DHFR pour que le 
rapport molaire de SV2DHFR au plasmide IFR soit de 1:10. 
Ceci maximalise le nombre de copies des genes de IFR par 
transfectant. Les plasmides sont lies dans la cellule pour 
5 former des polymeres qui peuvent etre integres dans le 
chromosome de l'hote cellulaire par recombinaison (Haynes & 
Weissmann, Nucl. Acids. Res. 11, 687-706, 1983 ; Scahill 
S.J. et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80, 4654-58, 1983). 
On a selectionne des transfectants qui expriment la DHFR 

sides. On a ensuite ajoute du methotrexate (MTX) (analogue 
toxique de folate qui se lie a la DHFR) afin de selection- 
ner des cellules qui expriment des niveaux eleves de DHFRo 
La resistance a la MTX est due a une expression elevee de 

15 DHFR et est souvent le resultat d'une amplification du gene 
de la DHFR qui peut comprendre de longs segments chromoso- 
miques, appeles "unites amplifiees" (Kaufman & Sharp, 
Molec. Cell. Biol. l, 1069-1076, 1981) . Ainsi la co- 
integration des sequences de DHFR et des recepteurs 

20 solubles des interferons a et p permet I 5 amplification des 
genes des recepteurs solubles des interferons a et j3. 

Des lignees de cellules transfectees de maniere 
stable ont ete isolees par clonage dans du milieu de 
croissance selectif (DMEM/HAM F12 Isl (Gibco) supplements 

25 avec 10 % de serum de veau foetal. Ensuite, on a crible les 
clones pour trouver celui qui exprime le plus de recepteurs 
solubles des interferons a et p par immunoprecipitation du 
milieu conditionne apres marquage avec la 35 S-cysteine in 
vivo. En particulier, on a incube approximativement lo 7 

30 cellules CHO cotransf ectees soit par pSVAdlFRpA ou 
PSVAdsIFRlpA ou pSVAdsIFR2pA ou pSVAdsIFR3pA ou pSVAdpA ou 
pSV2DHFR pendant 5 heures a 37 °C avec 100 mCi/ml de 35 S- 
cysteine (Amersham) dans 4 ml de milieu RPMI cys- (Gibco) . 
Apres le marquage de telles cellules, 1 ml de milieu 

35 conditionne filtre a ete a juste avec 0,5 mM de fluorure de 
phenylmethylsulfonyle et immunoprecipite comme deer it ci- 
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apres. Lc precipite a ete fractionne par electrophorese 
dans des conditions reductrices sur un gel de PAGE de 7,5 % 
(U.K. Laemmli, Nature, 227, 680-85, 1980). 

Exemple 3 

5 Purification du recepteur soluble des inter- 

ferons a et 8 

Un clone de cellules CHO qui exprime le 
recepteur soluble des interferons a et p recombinant de la 
construction pSVAdsIFR3pA a ete selectionne et mis en 

du milieu DMEM/HAM F12 (1:1), supplements avec 1 % de FCS, 

I g/1 de glucose et des antibiotiques tels que la strep- 
tomycine et la penicilline (100 mg/ml) et 0,5 mM MTX 
pendant 8 jours. Le surnageant a ete recupere, filtre a 

15 travers une maxi capsule de 0,2 /im (Gelman Sciences) et on 
a concentre la proteine secretee sur une colonne echangeuse 
d * anions FPLC mono Q (Pharmacia) . La colonne est rincee 
avec un tampon contenant 100 mM Hepes pH7, 10 % de 
glycerol, 1 mM de fluorure de phenylmethylsulfonyle (PMSF) , 

20 400 unites inhibitrices de kallicreine/ml d'aprotinine 
avant d'etre eluee avec un gradient discontinu de NaCl (de 
0,2 a 1,0 M) - Le recepteur soluble est capable de fixer 

I I interferon et par consequent la fixation de 1 9 interferon 
marque a I'iode 125 peut etre utilisee pour suivre la 

25 purification du recepteur. 

Le materiel contenant le recepteur est elue de 
la colonne mono Q dialyse et concentre dans un appareil de 
type Micro-Prodicon. On utilise une membrane qui retient 
les proteines de poids moleculaire super ieur a 10000 dal- 

30 tons- Le materiel concentre est depose sur un gel de 7 , 5 % 
de polyacrylamide de 3 mm avec 0,1 % de SDS. En parallele, 
un echantillon (environ 10 fig) est depose a cote, sur le 
merae gel. Apres electrophorese, cette partie du gel est 
electro-transferee sur une membrane de bifluorure de 

35 polyvidinyle (Millipore) et ensuite hybridee avec 1* inter- 
feron a 8 humain recombinant marque a l'iode 125. De cette 
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maniere, la position du recepteur soluble peut etre 
identifiee apres electrophorese. La partie du gel qui 
contient le recepteur soluble est ensuite coupee et la 
proteine recuperee par electro-elution, concent ree par 
5 ultrafiltration moleculaire et dialysee afin d'eliminer le 
SDS- 

Exemple 4 

Construction de plasmides pour exprimer des 
variante?? de_ recepteur?? _Ro.7.vbl e** <*<*r- i rf'or'P^.ron^ el; /? 
10 fusionnes a la region constante de 1 ' immunoglobuline kappa 
humaine et a la region constante de 1 q immunoglobuline al 
hutnaine 

Fusions a la chaine legere 

Des plasmides ont ete construits pour exprimer 
15 des recepteurs solubles des interferons a et fi ayant 
differentes longueurs de la region extracellulaire 
f usionnees a la region constante de 1 9 immunoglobuline 
kappa. Ces plasmides seront appeles ci-apres pSVAdsIFRIK, 
pSVAdsIFR2K et pSVAdsIFR3K. 
20 Le plasmide pSVAdsIFRIK contient la portion N- 

terminale a partir du codon d' initiation pour la methionine 
jusqu'au point de fusion qui apres le codon pour la 
lysine 43 6, imraediatement suivi par la sequence de la 
region constante de 1 ' immunoglobuline kappa qui commence au 
25 codon pour la threonine 109 de 1 1 immunoglobuline kappa- 
humaine (Kabat et al ; Hieter, P. A* et al, Cell 22, 197- 
207, 1980) . 

De raeme, le plasmide pSVAdsIFR2K contient la 
portion N-terminale a partir du codon d' initiation pour la 

3 0 methionine jusqu'au point de fusion qui est apres le codon 
pourle glutamate 427, immediatement suivi par la sequence de 
la region constante de 1 ' immunoglobuline kappa qui commence 
au codon pour la threonine 109 de 1 « immunoglobuline kappa 
humaine (Kabat et al ; Hieter, P. A. et al,, Cell 22, 197- 

35 207, 1980) . 
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Ces plasmides ont ete construits comme suit : 
Le fragment ADN de 1 1 immunoglobuline kappa a 
ete synthetise a partir d'une banque d'ADNc de la rate 
huraaine (Clontech Laboratories, Inc.). Pour synthetiser 
5 l'ADNc voulu, on a employe des oligonucleotides comme 
amorce pour la reaction PCR qui ont la sequence complemen- 
taire aux regions predetermines , en se basant sur la 
sequence ADN publiee (Kieter, P,A. et al, Cell 22 , 197-207, 
1980). L 9 oligonucleotide de l 9 extremite 5" avait la 

5 1 -ACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCA-3 9 
et celui de l 9 extremite 3" avait la sequence : 
3 9 -CCCTCTCACAATCTCCCTCCATGGCCAG-5 9 
La reaction PCR a ete conduite comme decrit a 
15 l'exemple 1, excepte qu'on a utilise 1 tig de plasmide comme 
matrice et qu'apres la reaction, le melange a ete traite a 
la polymerase Klenow en presence des 4 nucleosides 
triphosphates pour reparer les extremites des deux brins„ 
L 9 ADN a ete digere avec 1 9 enzyme de restriction Kpnl et le 
20 fragment voulu a ete isole par electrophorese sur agarose a 
basse temperature de fusion. 

Les fragments d 9 ADN codant pour les fragments 
de recepteurs solubles des interferons a et /3 ont ete 
synthetises de maniere identique. L 9 oligonucleotide de 
25 l 9 extremite 5" etait le meme que celui decrit dans 
I'exemple 1, a savoir : 

5 1 -CCGGCTGCAGGGATCTGCGGCGGCTCCCAG-3 9 
et les oligonucleotides de l'extremite 3" etaient les 
suivants : 

30 • " 3'-CTCTTTTGTT TTGGTCCTTTATGGAGATTT-5' oligo 1 

3'-TCGTCACAAAAATCACAGCGACATACACTC-5 t oligo 2 
3'- CCACGAGGTTTTGTCAGACCTTTGTGCGGA-5' oliqo 3 

Les reactions de PCR ont ete faites comme 
35 decrit dans l'exemple 1, excepte qu'apres le dernier cycle 
de reaction, les produits de reaction ont ete traites a la 
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polymerase Klenow pour reparer les extremities des deux 
brins et ensuite avec 1 ? enzyme de restriction Pstl pour 
obtenir les fragments IFR1, IFR2 et IFR3. 

lie vecteur d B expression pSVAdAl a ete digere 
successivement par Kpnl et Pstl suivi de phosphatase et le 
fragment P contenant la plus grande partie du plasiuide a 
ete isole par electrophorese sur agarose a bas point de 
fusion. 

Dans une reaction comprenant trois composantes , 

au fragment de sIFRl. De meme, le fragment P a ete lie au 
fragment de 1 1 immunoglobuline et au fragment de sIFR2 et 
enfin le fragment P a ete lie au fragment de I'immuno- 
globuline et au fragment de sIFR3. 

Les melanges de ligation ont ete transformes 
chacun separement dans des bacteries de E . coli HB10 1 
competentes et les cultures trans formees ont ete versees 
sur des boites de Petri contenant de 1 'ampicilline dans 
leur milieu de culture et les colonies resistant a 
l'ampicilline ont ete selectionnees . Les plasmides ont ete 
isoles des transformants et analyses par des enzymes de 
restriction pour determiner 1* insert ou par sequen<?age pour 
confirmer la sequence ADN de la jonction de I s insert. Ces 
plasmides ont ete utilises pour exprimer les fusions du 
recepteur soluble des interferons a et ^ 

Fusions de la chaine lourde 

Des plasmides ont ete construits pour exprimer 
des recepteurs solubles des interferons a et (3 ayant 
differentes longueurs de la region extracellulaire 
fusionnees a la region constante de 1 1 immunoglobuline gl. 
Ces plasmides seront appeles ci-apres pSVAdsIFRlgl , 
pSVAdsIFR2gl et pSVAdsIFR3gl. 

Le plasmide pSVAdsIFRlgl contient la portion N- 
terminale a partir du codon d 1 initiation pour la methionine 
jusqu'au point de fusion qui se trouve apres le codon pour 
la lysine 436, immediatement suivi par la sequence de la 
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region constante de 1 ' immunoglobulin gl qui commence au 
codon pour 1« alanine 113 de 1 ' immunoglobuline gl humaine 
(Rabat et al ; Ellison J.W. et al, Nucl. Acids Res. 10, 
4071-4079, 1982). 
5 De meme, le plasmide pSVAdsIFR2gl contient la 

portion N-terminale a partir du codon d' initiation pour la 
methionine jusgu'au point de fusion qui est apres le codon 
pourle glutamate 427, immediatement suivi par la sequence de 
la region constante de 1 • immunoglobuline gl qui commence au 
xv. c^uwii t-v. ^x. i. o.ia.riXiie ilj ae x • liuiuuiiogiobulme gl humaine 
(Rabat et al ; Ellison J.W. et al., Nucl. Acid Res. 10, 
4071-4079, 1982). 

Le plasmide pSVAdsIFR3gl contient la portion H- 
terminale a partir du codon d' initiation pour la methionine 

15 jusgu'au point de fusion qui se trouve apres le codon pour 
la proline 360, immediatement suivi par la sequence de la 
region constante de 1 • immunoglobuline gl qui commence au 
codon pour l« alanine 113 de 1 • immunoglobuline gl humaine 
(Rabat et al ; Ellison J.W. et al., Nucl. Acid Res. 10, 

20 4071-4079, 1982). 

Ces plasmides ont ete construits comme suit : 
La sequence codant pour 1' immunoglobuline Gl a 
ete synthetisee a partir d'une banque d'ADNc de la rate 
humaine (Clontech Laboratories, Inc.). Pour synthetiser 

25 l«ADNc voulu, on a employe des oligonucleotides comme 
fixateur pour la reaction PCR qui ont la sequence com- 
plementaire aux regions predeterminees , en se basant sur la 
sequence ADN publiee (Ellison et al, Nucl. Acid Res. 10, 
4071-4079, 1982). L' oligonucleotide de l'extremite 5« avait 

30 la sequence : 

5 1 -GCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCC-3 • 
et celui de l'extremite 3 1 avait la sequence : 

3 » -GACAGAGGCCCATUTACTCACCATGGCCAG-5 ' 
La reaction de PCR a ete executee comme decrit 

35 ci-apres : 
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Les fragments sIFRl, sIFR2 et sIFR3 etaient lcs 
memes que ceux decrits ci-dessus et les vecteurs d' expres- 
sion ont ete construits comme decrit ci-dessus en ce qui 
concerne les fusion de la chaine legere. 

Exemple 5 

Construction de vecteurs pour evprimer des 

variantes du recepteur solub l e d ' interferon a ^ p dans K. 
coli. 



10 pour 1« expression du sIFR dans E. coli. P HR148 a ete decrit 
dans Rink et al r Nucl. Acid. Res. 12, 6369-6307, 1984. Le 
plasmide HR148 a ete digere success ivement par les enzymes 
de restriction Ncol suivi par la polymerase Klenov, en 
presence des 4 nucleosides triphosphates pour reparer les 

15 extremites des deux brins et par Kpnl. Apres traitement a 
la phosphatase, le fragment d'ADN (fragment 1) qui comprend 
la plus.grande partie du plasmide a ete isole par electro- 
phorese sur agarose a bas point de fusion. Le fragment 
d'ADN codant pour le recepteur des interferons a et p 

20 soluble mature, c'est-a-dire n'ayant pas le peptide signal, 
a ete synthetise par la reaction PCR en employant le 
plasmide contenant l'ADNc complet (Uze et al, Cell.) comme 
ma trice et une paire d' oligonucleotides comme amorce. 
L 1 oligonucleotide de l'extremite 5 (derive de la region N- 
25 terminale de 1 ' interferon) avait la sequence : 

5 ' -GGTGGAAAAAATCTAAAATCTCCTCAAAAAG-3 ' (oligo 1) 
et 1' oligonucleotide de l'extremite 3« (derive de la 
region qui precede juste la transmembrane de 1- interferon 
avaxt; la sequence : 

3 0 3 ■ -TCACTGCGACATACACTCATCCCATGGCC— 5 ' (ol igo 2 ) . 

Les oligonucleotides ont ete choisis de maniere 

qu- apres la fusion PCR r le fragment synthetise contienne un 

site d- enzyme de restriction Kpnl a l'extremite 3- et un 

bout "blunt" a l'extremite 5'. 
35 La reaction PCR a ete realisee comme decrit 

dans l'exemple 1, sauf qu'apres la reaction, les produits 
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ont ete traites a la polymerase Klenow pour reparer les 
extremites des deux brins et ensuite avec 1 * enzyme Kpnl . Le 
fragment de 1,3 kb a ete isole par electrophorese dans de 
l'agarose a bas point de fusion et ligue au fragment 1* 
5 Un deuxieme fragment d'ADN a ete synthetise de 

maniere semblable, sauf que 1 'oligonucleotide de l'extre- 
mite 5 1 a ete reraplace par la sequence : 

5 ' -GGAAAAAATCTAAAATCTCCTCAAAAAG-3 1 
Les produits de ligation ont ete trans formes 

versees sur des boites de Petri contenant de 1 •ampicilline 
dans leur milieu de culture. Les colonies resistantes a 
1 ff ampicilline ont ete selectionnees et les plasmides ont 
ete isoles des transformants et analyses par digestion avec 

15 des enzymes de restriction et par sequengage pour confirmer 
la sequence au point de fusion de l 1 insert. 

Ces deux plasmides appeles ptrpIFRl et ptrpIFR2 
ont ete employes pour exprimer le recepteur soluble dans E. 
coli. Pour exprimer la proteine recombinante, les transfor- 

20 mants ont ete places dans des milieux de culture de 20 a 
50 ml dans du milieu M9 (Rink et al, Nucl. Acid Res. 12, 
6369-6387, 1984) pour atteindre une absorption (A650) de 
1,0. Ensuite, les cellules ont ete centrif ugees , lavees et 
le recepteur soluble de 1 8 interferon a ete extrait des 

25 cellules brisees et purifie. Le recepteur soluble de 
1 8 interferon a et f3 a ete dose soit par Western blots soit 
par dot blots comme decrit ci-apres. 
Exemple 6 

ETethodes de dosage du recepteur soluble de 
30 1 1 interferon humain a 

Les methodes de dosage du recepteur soluble 
sont basees sur la capacite du recepteur de fixer d'une 
fagon specif ique l 1 interferon humain a. 

a) Immunoprecipitation 
35 Le dosage du recepteur soluble des interferons 

humains cr et est base sur la formation d'un complexe 
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entre le recepteur soluble et 1' interferon humain a8 marque 
a l'iode 125 qui empecherait la fixation de 125 I-IFN a un 
anticorps monoclonal dirige contre la partie amino 
terminale de 1' interferon a2 (H. Arnheiter et al, Proc. 
5 Natl. Acad. Sci. (USA) 80:2539 [1983]). La partie amino 
terminale de la molecule n'est pas accessible a 1" anticorps 
apres la fixation de l 1 interferon a son recepteur (H. 
Arnheiter et al, [1983]). L' 125 I-IFN restant libre est 
complexe avec l" anticorps anti-IFN puis precipite par 

L B anticorps anti-IFN est couple a la proteine A selon les 
indications du fabricant. 

Les dilutions successives de recepteurs 
solubles a doser dans 50 /il de tampon borate pH 8,3 (0,1M 

15 H 3 B0 3/ 0,025M Na 2 B 4 0 7 , 0,075 M NaCl, 0,1 % NP40) sont 
melangees avec une quantite constante (75 pmoles) d ff inter- 
feron a2 marque a l'iode 125 a une activite specif ique de 
81 Bq par fmole (K.E« Mogensen et G. Uze, Methods in 
Enzymol. 119C:267 [1986]) et incubees a 4°c pendant une 

20 heure. Une quantite constante de proteine A-anti-IFN est 
reprise dans un volume de 50 /il, auquel on ajoute 50 fil de 
tampon borate pH 8,3 (0,2M H 3 B0 3 , 0,05 M Na 2 B 4 0 7 , 0,15 M 
NaCl, 0,1 % NP40) . Le melange est agite pendant une heure a 
4°C et ensuite centrifuge dans une micro-centrifugeuse de 

25 type Eppendorf a 10 000 x g pendant 1 minute, et le 
surnageant est elimine. Le precipite est ensuite lave six 
fois avec un tampon borate pH 8,3 (0,1 M H 3 B0 3 , 
0,025 M Na 2 B 4 0 7 , 1 M NaCl, 0,5 % NP40) , deux fois avec 
HEPES 40 mM pH 8 et 2 We glycerol, puis une fois avec 

30 HEPES 40 mM pH 8 et de l'uree 1M, et enfin deux fois avec 
HEPES 40 mM, pH 8. Le comptage de la radioactivite du 
complexe immun dans le precipite permettra, en reference a 
la courbe d' inhibition de formation du complexe interferon- 
anti-interferon, de determiner la quantite de recepteur 

35 soluble des interferons a et p de 1 "echantillon ainsi 
teste . 
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b) Dosage du recepteur soluble des interferons 
hum a ins a et par inhibition de la fixation de 1° inter- 
feron a marque sur son recepteur cellulaire 

Les dilutions successives de recepteurs 
5 solubles des interferons a et /? sont incubees a 4°c pendant 
30 minutes avec des concentrations variables (0, 50, 100, 
125, 500, 1000 et 2000 Ul/ml) d 9 interferon a8 humain 
recombinant marque a 1'iode 125 (radioactivite specif ique 
25 Bq par fmole) • Ensuite des cellules lympholdes humaines 

cellules/ml aux differents melanges de 125 I-IFN recepteur 
soluble et incubees a 4°C pendant deux heures. Les cellules 
sont alors centrifugees (800 g pendant 10 minutes) et le 
surnageant est elimine. Elles sont lavees trois fois avec 
15 du milieu RPMI 1640 contenant 0,5 % de serum de veau foetal 
(Flow Laboratories) et la radioactivite liee aux cellules 
est determinee par comptage avec un compteur gamma de type 
LKB 1270o 

La quantite de recepteur soluble des inter- 
20 ferons a et /? est determinee a partir de la courbe 
d 1 inhibition de fixation specif ique de 1 " interferon a son 
recepteur cellulaire. (La fixation specifique est la 
difference entre la courbe de fixation de 125 I-IFN seul et 
celle en presence d°un exces de 100 fois d 1 interferon non 
25 marque) • 

c) Dosage du recepteur soluble des interferons 
humains a et p par "Western blot ra 

Les echantillons a doser pour la presence du 
recepteur de I 1 interferon a sont concentres par ultrafil- 

30 tration moleculaire en utilisant une membrane de type 
Amicon Centricon 3 0 qui retient les proteines de poids 
moleculaire superieur a 30 000 daltons. Les echantillons 
sont ensuite repris dans un tampon 60 mM Tris-HCl pH 6,8, 
1,25 % SDS, 1 mM PMSF et 400 unites inhibitrices de 

3 5 kallicreine/ml d'aprotinine et deposes sur un gel de 7,5 % 
de polyacrylamide avec 0,1 % SDS. Apres electrophorese dans 
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les conditions standard, les echantillons sont ensuite 
transferes sur une membrane de bifluorure de polyvinidyle 
(Millipore) dans un appareil d f electrotransf ert de type 
"semi -dry" (Nova Blot, LKB) a 200 mA pendant une heure dans 
5 un tampon 39 mM de glycine, 48 mM Tris-base pH 8,3 et 18 % 
de methanol. Apres le transfert, la membrane est traitee 
avec un tampon 20 mM Tris-base, 0,2 % de Tween 20, pH 7,8 
et 10 % de lait ecreme (Regilait, France) pendant 4 heures 
a 25 °C sous agitation- Elle est alors hybridee avec du 125 

fentamole) pendant 2 heures a 25 °C sous agitation dans le 
meme tampon. La membrane est ensuite lavee cinq fois avec 
des aliquots du meme tampon, elle est alors sechee a I'air 
et exposee contre un film sensible aux rayons X. 

15 L ' interferon a8 (aB) humain recombinant est 

marque a 1'iode 125 par une modification de la methode a la 
chloramine T decrite precedemment (K.E. Mogensen et G. Uze, 
Methods in Enzymol. 119C:267 [1986]) . Ceci correspond a une 
radioactivite specif ique de 25 Bq par fmole ou 6 Bq par 

20 unite Internationale d* interferon. 

d) Dosage du recepteur soluble des interferons 
tiumains ce et p par w dot blot w 

Les dilutions successives de preparations de 
reepteurs solubles a doser sont faites dans 50 pi de tampon 

25 39 mM de glycine, 48 mM Tris-base pH 8,3 et deposees dans 
les godets d'un appareil du type "Bio-Blot" (Biorad) 
charge avec une membrane de bifluorure de polyvinidyle 
(Millipore) . 

La membrane est ensuite traitee pendant 
30 4 heures a 25 °C sous agitation avec un tampon 20 mM Tris- 
base, 0,2 % de Tween 20 mM, pH 7,8 et 10 % de lait ecreme 
(Regilait, France) . Elle est alors hybridee avec 125 I-IFN 
a8 a 10~ 10 M (activite specifique 25 Bq par fmole) pendant 
2 heures a 25 °C sous agitation dans le meme tampon. 
35 Ensuite, elle est lavee cinq fois sous agitation avec des 
aliquots du meme tampon et est exposee contre un film 
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sensible aux rayons X. L' analyse des autoradiographies 
permettra, en reference a une courbe e talon, de determiner 
la quant ite de 125 I-IFN attachee a la membrane et done d'en 
deduire la concentration du recepteur soluble dans 
5 1 1 echant i 1 1 on teste . 

L 1 interferon a8 (aB) humain recombine est 
marque a l'iode 125 par une modification de la methode a la 
chloramine T (K.E„ Mogensen et G. Uze, Methods in Enzymol. 
119C:267 [1986]). Ceci correspond a une radioactivite 



tionale d 1 interferon. 

Exemple 7 

Composition pharmaceutique 

On a prepare une composition injectable 

15 renfermant : 

- produit de l 1 exemple 3 100 mg 

- excipient pour preparation injectable 2 ml 



*5 
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ANNEXE 1A 



CTGCAGGCATCTCCCGCGGCTCCCAG 



ATG ATG GTC GTC CTC CTG GGC GCG ACG ACC CTA GTG CTC GTC GCC GTG GGC CCA 
MET MET val val Leu Leu Gly Ala The Thr Leu Val Leu Val Ala Val Gly Pro 



TGG GTG TTG TCC GCA GCC GCA GGT GGA AAA AAT CTA AAA TCT CCT CAA AAA GTA 
Tcp Val Leu Sec Ala Ala Ala Gly Gly Lys Asn Leu Lys Ser Pro Gin Lys Val 



GAG GTC GAC ATC ATA GAT GAC AAC TTT ATC CTG AGG TGG AAC AGG AGC GAT GAG 
Glu Val Asp lie lie Asp Asp Asn Phe lie Leu Acg Trp Asn Arg Sec Asp Glu 



TCT GTC GGG AAT GTG ACT TTT TCA TTC GAT TAT CAA AAA ACT GGG ATG GAT AAT 
Ser Val Gly Asn Val Thr Phe Ser Phe Asp Tyr Gin Lys Thr Gly MET Asp Asn 



TGG ATA AAA TTG TCT GGG TGT CAG AAT ATT ACT AGT ACC AAA TGC AAC TTT TCT 
Trp lie Lys Leu Ser Gly Cys Gin Asn Xle Thr Ser Thr Lys Cys Asn Phe Ser 



TCA CTC AAG CTG AAT GTT TAT GAA GAA ATT AAA TTG CGT ATA AGA GCA GAA AAA 
Ser Leu Lys Leu Asn val Tyr Glu Glu lie Lys Leu Arg lie Arg Ala Glu Lys 




CA TTT CGC AAA GCT 
ro Phe Arg Lys Ala 






GAA AGG ATT 
Glu Arg lie 




A CCA GAG ACT ACT TAT 
c Pro Glu Thr Thr Tyr 




'CA TGG AAA ATT GGT GTC TAT AGT 
ec Trp Lys He Gly Val Tyr Sec 




CCT CCA CCA GAA AAT 
Pro Pro Pro Glu Asn 




GAT TAT ACA TAT 
Asp Tyr Thr Tyr 
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ANNEXE 1B 



GCA AAC ATG ACC TTT CAA GTT CAG TGG CTC CAC GCC TTT TTA AAA AGG AAT CCT 
Ala Asn MET Thr Phe Gin Val Gin Trp Leu His Ala phe Leu Lys Arg Asn Pro 



GGA AAC CAT TTG TAT AAA TGG AAA CAA ATA CCT GAC TGT GAA AAT GTC AAA ACT 
Gly Asn His Leu Tyr Lys Trp Lys Gin lie Pro Asp Cys Glu Asn Val Lys Thr 



rkCU CrtG 'j-oi. ii'- Cl'; Cj-ux AAC tii aXo c/w. iu^A i x-t-.C CTT CTC COu 

Thr Gin Cys Val Phe Pro Gin Asn Val Phe Gin Lys Gly lie Tyr Leu Leu Arg 



GTA CAA GCA TCT GAT GGA AAT AAC ACA TCT TTT TGG TCT GAA GAG ATA AAG TTT 
Val Gin Ala Sec Asp Gly Asn Asn Thr'Ser Phe Trp Ser Glu Glu lie Lys Phe 



GAT ACT GAA ATA CAA GCT TTC CTA CTT CCT CCA GTC TTT AAC ATT AGA TCC CTT 
Asp Thr Glu lie Gin Ala Phe Leu Leu Pro Pro Val Phe Asn lie Arg Ser Leu 



APT GAT TCA TTC CAT ATC TAT ATC GGT GCT CCA AAA CAG TCT GGA AAC ACG CCT" 
Ser Asp Sec Phe His He Tyr lie Gly Ala Pro Lys Gin Ser Gly Asn Thr Pro 

rrr ATC CAG GAT TAT CCA CTG ATT TAT GAA ATT ATT TTT TGG GAA AAC ACT TCA 

v£l lie Gin Asp Tyr Pro Leu lie Tyr Glu He He Phe Trp Glu Asn Thr Ser 



AAT 

Asn 



GCT GAG AGA AAA ATT ATC GAG AAA AAA ACT GAT GTT ACA GTT CCT AAT TTG 
Ala Glu Arg Lys He He Glu Lys Lys Thr Asp val Thr val Pro Asn ' 



Leu 



AAft CCA CTG ACT GTA TAT TGT GTG AAA GCC AGA GCA CAC ACC ATG GAT GAA AAG 

Lys Pro Leu Thr Val Tyr Cys Val Lys Ala Arg Ala His Thr MET Asp Glu Lys 

rrr AAT AAA AGC AGT GTT TTT ACT GAC GCT GTA TGT GAG AAA ACA AAA CCA GGA 

Leu Asa Lys Ser Ser Val Phe Ser Asp Ala Val Cys Glu Lys Thr Lys Pro Gly 



AAT ACC TCT AAA TGAGGTACC 
Asn Thr Ser Lys " \ 
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ANNEXE 2A 

CTGCAGGGATCTCCGGCGGCTCCCAG 

ATG ATG GTC GTC CTC CTG GGC GCG ACG ACC CTA GTG CTC GTC GCC GTG GGC CCA 
MET KET Val Val Leu Leu Gly Ala The Thr Leu Val Leu Val Ala Val Gly Pro 

TGG GTG TTG TCC GCA GCC GCA GGT GGA AAA AAT CTA AAA TCT CCT CAA AAA GTA 
Trp Val Leu Scr Ala Ala Ala Gly Gly Lys Asn Leu Lys Sec Pro Gin Lys Val 



GAG GTC GAC ATC ATA GAT GAC AAC TTT ATC CTG AGG TGG AAC AGG AGC GAT GAG 
Glu Val Asp lie lie Asp Asp Asn Phe lie Leu Arg Trp Asn Acg Ser Asp Glu 



TCT GTC GGG AAT GTG ACT TTT TCA TTC GAT TAT CAA AAA ACT GGG ATG GAT AAT 
Ser Val Gly Asn Val Thr Phe Ser Phe Asp Tyr Gin Lys Thr Gly MET Asp Asn* - 



TGG ATA AAA TTG TCT GGG TGT CAG AAT ATT ACT AGT ACC AAA TGC AAC TTT TCT 
Trp lie Lys Leu Ser Gly Cys Gin Asn Tie Thr Sec Thr Lys Cys Asn Phe Ser 



TCA CTC AAG CTG AAT GTT TAT GAA GAA ATT AAA TTG CGT ATA AGA GCA GAA AAA 
Ser Leu Lys Leu Asn Val Tyr Glu Glu lie Lys Leu Arg He Arg Ala Glu Lys 

Si E S E E E « SS S E E S E £ S £ £ S 

ss s s s e E s s a ss s e e e e s s 
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ANNEXE 2B 



GCA AAC ATG ACC TTT CAA GTT CAG TGG CTC CAC GCC TTT TTA AAA AGG AAT CCT 
Ala Asn MET Thr Phe Gin Val Gin Ttp Leu His Ala Phe Leu Lys Arg Asn Pro 



.GGA AAC CAT TTG TAT AAA TGG AAA CAA ATA CCT GAC TGT GAA AAT GTC AAA ACT 
Gly Asn His Leu Tyr Lys Trp Lys Gin lie Pro Asp Cys Glu" Asn Val Lys Thr 



ACC CAG TGT GTC TTT CCT CAA AAC GTT TTC CAA AAA GGA ATT TAC CTT CTC CGC 
Thr Gin Cys Val Phe Pro Gin Asn Val Phe Gin Lys Gly He Tyr Leu Leu Arg 



A C " G^V". TCT 0* m C~"^- * " ■ T r. ? c .*■ f~ ~ .-«-.■- „ . ,^ , ^ , . - , ™ 



GAT ACT GAA ATA CAA GCT TTC CTA CTT CCT CCA GTC TTT AAC ATT AGA TCC CTT 
Asp Thr Glu lie Gin Ala Phe Leu Leu Pro Pro Val Phe Asn He Arg Ser Leu 

AGT GAT TCA TTC CAT ATC TAT ATC GGT GCT CCA AAA CAG TCT GGA AAC ACG CCT 
Ser Asp Ser Phe His He Tyr He Gly Ala Pro Lys Gin Ser Gly Asn Thr Pro 



GTG ATC CAG GAT TAT CCA CTG ATT TAT GAA ATT ATT TTT TGG GAA AAC ACT TCA 
Val He Gin Asp Tyr Pro Leu He Tyr Glu He He Phe Trp Glu Asn Thr Ser 



AAT GCT GAG AGA AAA ATT ATC GAG AAA AAA ACT GAT GTT ACA GTT CCT AAT TTG 
Asn Ala Glu Arg Lys He He Glu Lys Lys Thr Asp Val Thr Val Pro Asn Leu 



AAA CCA CTG ACT GTA TAT TGT GTG AAA GCC AGA GCA CAC ACC ATG GAT GAA AAG 
Lys Pro Leu Thr Val Tyr Cys Val Lys Ala Arg Ala His Thr MET Asp Glu Lys 



CTG AAT AAA AGC AGT GTT TTT AGT GAC GCT GTA TGT GAG AAA ACA AAA CCA GGA 
Leu Asn Lys Ser Ser Val Phe Ser Asp Ala Val Cys Glu Lys Thr Lys Pro Gly 



AAT ACC TCT AAA ATT TG3 CTT ATA GTT GGA ATT TGT ATT GCA TTA TTT GCT CTC 
Asn Thr Ser Lys Tie fCp Leu He Val Gly lie Cys He Ala Leu Phe Ala Leu 



CCG TTT GTC ATT TAT GCT GCG AAA G^C TTC TTG AGA TGC ATC AAT TAT GTC TTC 
Pro Phe Val He Tyr Ala aIa i.y$ VM Phe Leu Arg Cys He Asn Tyr Val Phe 



TTT CCA TCA CTT AAA CCT TCT TCC AGT ATA GAT GAG TAT TTC TCT GAA CAG CCA 
Plie Pro Ser Leu Lys Pro Ser Ser Ser lie Asp Glu Tyr Phe Ser Glu Gin Pro 



TTG AAG AAT CTT CTG CTT TCA. ACT TCT GAG GAA CAA ATC GAA AAA TGT TTC ATA 
Leu Lys Asn Leu Leu Leu Ser Thr Ser Gin Glu Gin He Glu Lys Cys Phe He 
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ANNEXE 2C 



ATT GAA AAT ATA AGC ACA ATT GCT ACA GTA GAA GAA ACT AAT CAA ACT GAT GAA 
lie Glu Asn lie Ger Thr lie Ala Thr Val Glu Glu The Asn Gin TUv Asp Glu 



GAT CAT AAA AAA TAC AGT TCC CAA ACT AGC CAA GAT TCA GGA AAT TAT TCT AAT 
Asp His Lys Lys Tyr Ser Ser Gin Thr Ser Gin Asp Sec Gly Asn Tyr Ser Asn 



GAA GAT GAA AGC GAA AGT AAA ACA AGT GAA GAA CTA CAG CAG GAC TTT GTA TGA 

r.? /> sc.r G?.^. Srr fA r 7 T!u: Snr Gli: Glu Leu Gin ci n /v^n ph<? * 



CCAGAAATGAACTGTGTCAAGTATMGGTTTTTCACCAGGAGTTACACTGGTACC 
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RE VE N D I CAT IONS 

1. Polypeptide hydrosoluble caracterise en ce 
qu'il a une haute af finite pour ies interferons a et J3. 

2. Polypeptide hydrosoluble selon la revendica- 
5 tion 1, caracterise en ce qu'il repond a la formule de 

1 1 annexe 1 . 

3. Polypeptide hydrosoluble selon la revendica- 
tion 1, caracterise en ce qu'il derive par substitution du 
polypeptide repondant a la formule de 1' annexe 1 ou de 

4. Polypeptide hydrosoluble selon la revendica- 
tion l f caracterise en ce qu'il derive par deletion du 
polypeptide repondant a la formule de I 1 annexe 1 ou de 
1 1 annexe 2 . 

15 5. Polypeptide hydrosoluble , caracterise en ce 

qu 8 il est code par la sequence de 1 1 annexe 1 • 

6, Polypeptide hydrosoluble selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 5, caracterise en ce 
qu'il est hybride a un autre polypeptide. 

20 7, Polypeptide hydrosoluble selon la revendica- 

tion 6, caracterise en ce que l 1 autre polypeptide possede 
une structure apte a ralentir la degradation dans l'orga- 
nisme humain dudit polypeptide hydrosoluble o 

8 . Polypeptide hydrosoluble selon la revendica- 
25 tion 7, caracterise en ce que l 1 autre polypeptide est une 

immunoglobuline . 

9. Polypeptide hydrosoluble selon la reven- 
dication 8 f caracterise en ce que 1 • immunoglobuline est de 
type G, de preference Gl. 

30 10. Sequences d'ADN, caracterisees en ce 

qu'elles codent pour le polypeptide selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 9 . 

11. Cellules, caracterisees en ce qu'elles 
expriment un polypeptide selon I'une quelconque des reven- 

3 5 dications 1 a 5. 
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12 . Cellules , caracterisees en ce gu 1 elles 
expriment un polypeptide selon I'une quelconque des reven- 
dications 6 a 9. 

13. Precede de preparation du polypeptide 
5 hydrosoluble selon I'une quelconque des revendications 1 a 

9, caracterise en ce que 1'on cultive une cellule capable 
d'exprimer ledit polypeptide dans un milieu nutritif 
appropr ie . 

14. Medicament, caracterise en ce qu'il est 

quelconque des revendications 1 a 9. 

15. Compositions pharmaceutiques, caracterisees 
en ce qu 8 elles renferment a titre de principe actif un 
polypeptide hydrosoluble selon I 8 une quelconque des 

15 revendications l a 9, 

16- Application d'un polypeptide hydrosoluble 
selon l'une quelconque des revendications 1 a 9 a titre 
d 8 agent de diagnostic. 

17. Application d'un polypeptide hydrosoluble 
20 selon l'une quelconque des revendications 1 a 9 a la 
preparation d'anticorps anti- interferons a ou )9. 
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